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La presente invenzione si riferisce a composti chimici, a composizioni f armaceutiche e 
veterxnarxe e all'uso di tali composizioni per il trattamento o la prevenzione di 
patologxe e sxndromx neurodegenerative quali raorbo di Parkinson, morbo di Alzheimer 
iesxone da ischemia e riperf usione , lesioni cerebral! traumatiche, • neuropatia da Hiv' 
smdrome dx Down, polineuropatia diabetica, distrofia muscolare, sclerosi multipla, morbo 
dx Huntington, malattxa prionica, discinesia tardiva, tauopatia e patologie demieilanti, 
alt / re P»tologie che minacciano la vita, come ischemia-riperfusione 
cardxaca/renale/polmonare/epatica/intestinale, ipertensione, diabete, cancro, shock 
tZl^Tr.^ farm ^ c± « radiazioni (radioterapia e radioprotezione) , stati infiammatori 

aterosclerosx, xnveCchxamento , iperlipidemie, ipercolesterolemie, epilessia e artrite 
reumatoxde tutte. notoriamente associate ad un eccesso di produzione di radical! liberi 
reattxvx. Piu partxcolarmente la presente invenzione si riferisce a composizioni 
contenentx (bis) -idrossilammine cicliche antiossidanti derivate dalla N-piperidina, quali 
composizioni f armaceutxche atte alia prevenzione e cura di patologie nell-uomo e 
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DESCR1ZIONE dell 1 invenzi one industriale dal titolo: 
"Nuovi impieghi in terapia di derivati di N-piperi- 
dina, particolarmente per il trattamento di patolo- 
gie neurodegenerative " 

Di : MEDESTEA INTERNAZIONALE S . r . 1 - , nazionalita i- 
taliana, Via Magenta, 43, 10128 TORINO 
Inventore designator Gianfranco MERIZZI 
Depositata il = " 1 MAR » 

TO 2 0 0 4 h 0 0 0 1 1® 

DESCRIZIONE 

>i 

E 1 noto come i radicali liberi, centrati sul- 
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l'ossigeno (ROS) e sull'azoto (RNS) siano regoiar- S 
mente generati durante la respirazione cellulare ed .o 

/ ' . • • • " . ' , ■ , • . «3£ 

il normale metabolismo svolgeh&b .important! f unz±b-; ' ■ g 

ni f isiologiche quali ad esempio secondi messaggeri 
nell 1 induzione di process! cellular! (Suzuki , H.J. 

* T • 

Free £ad- Biol. Med. 22, 269-285, 1977; Clement 
M . V. & Pervaiz S. Free J?ad. J?es. 30, 247-2525, 
1999) . 

E f inoltre noto come siano numerosi e crescenti 
i process! patologici associati ad un aumento della 
generazione di specie reattive radicaliche come 

1 ' anione superossido (0 2 *~) , il radicale peridrossi- 

lico (H0 2 *~) , il radicale idrossilico (HO*), l'ossi- 



PR/cp 
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geno singoletto ( 0 2 ) , il perossido di idrogeno 

(H 2 0 2 ) , I'ossido nitrico (NO*), il biossido di azoto 

(N0 2 ~) , il perossinitrito e altri radical! (R*) (al~ 

chil-L", alcossi-LO # , perossiradicali-LOO*, ecc.) . 

I radicali prodotti in eccesso, saturando il 
•maccliinario antiossidante costituito sia da sistemi 
enzimatici (superossido dismutasi, glutathione pe- 
rossidasi, catalasi, glutatione reduttasi) sia da 
sistemi non enzimatici idrofili e lipofili (ubichi- 
none , ubichinolo, vitamina E, vitamina C, vitamina 
A, glutatione ridotto, acido urico, carbtenoidi, 
ecc.) ; , generano il tanto conclamato. • 11 stato di 
stress os'sidativo" (OSS) responsabile . della morte 
cellulare e danno tissutale: 1 ' attacco radicalico 
puo determinare un ulteriore incrementd di ROS, RNS 

e R # , owero dello OSS , con una conseguente esacer- 
bazione del danno ossidativo iniziale (Diaz M.D. et 
al. New Engl. J\ Med. 331, 408-416, 1997; Cerutti 
P. A. The Lancet 344, 862-863, 1994; Giacosa A. & 
Filiberti R. Eur. J". Cancer Prev. 5, 307-312, 1996; 
Bruce N. A. et al . Proc. Natl. Acad. Scl. (USA) 90, 
1915-1922, 1993; Albens L . et al. J\ Neural Transm. 
(Suppl.) 59, 133-154, 2000; Foley M. et al . J. Neu- 
rol. (Suppl. 2) 247, 1182-94, 2000; Huang Z. et al. 



Can. J. Neurol. Sex. (Suppl. 1) 30, S10-18, 2 0 03; 
He Y. efc al. JT. Neurochem. 86, 1338-1345, 2003; Gao 
H.M. et a.1. Trends Pharmacol. Sci. 24, 395-401, 
2003; Sekhon B. et al . Brain Res. 971, 1-8, 2003; 
Nedelykovic Z.S. et al . Postgrad. Med. J. 79, 195- 
198, 2003; Arbiser J.L. Nat. Med. 9, 1103-1104, 
2003; see also Medline® and Toxline®) . 

E f ulteriormente noto il tentativo di attenuare 
la cascata di eventi che determina lo OSS mediante 
different! approcci terapeutici ciascuno con inevi- 
tabili problem! che ne precludono o limitano 1'uso 

. ..'"!' ' 

nell 1 uomo o nell f animale . Gli agent i chelanti , ad 
esempio; possono catalizzare , indesiderate reazioni 
redox nelle ciellule, dissociaiip facilmente o perdo- 
no attivita in seguito a legami con molteplici com- 
ponenti cellulari (Ikeda Y . et al. Neurosurgery 24, 
820-824, 1989; White B.C. & Krause G.S. Ann. Emerg . 
Med. 22, 970-979, 1993) . 

L'uso dell'enzima superossido dismutasi, a par- 
te il fattore limitante legato alia saturazione en- 
zimatica (<_ turnover number) ed alia singola specie 
reattiva (0 2 *~) dismutata nel piu complesso e dina- 
mico mondo dello OSS, pone problem! di stabilita 
(anche incluso in liposomi) con un'iemivita variabi- 
le tra pochi minuti ed alcune ore a seconda del ti- 



la barriera ematoencef alica ed e immunogenic a (an- 
che se il recente uso di forme ricombirianti umane 
r-h~MnSOD sembra incoraggiante) (Mikawa S. et al. 
J*. Neurosurg. 85, 885-891, 1996; Kontos H.A. & Wei 
E.P. J.Neurosurg . 64, 803-807, 1986; Chan P.H. et 
al. Ann. Neur. 21, 540-547, 1987); non e senza si- 
gnificato il fatto che un recente trial randomizza- 
to e multicentrico che ha previsto l'uso della 
glycol -coniugato superossido dismutasi (Pegorgo- 
tein®) nei traumi cranici chiusi inevitabilmente 

* 

non ha fornito risultati attesi (Young B. et al . 

* ■ * * 

JAMA 276, ,'538-543 , 1996) . 

■ * t - •< 

Alcune delle limit a z il on il 

legate; all 1 impiego 
dell ' enzima nativo, come ad esempio la permeabilita 
cellulare - con particolare riferimento alia bar- 
riera ematoencef alica - e la somministrazione, sono 
state superate mediante 1 1 impiego di composti orga- 
nic! (ad esempio M40401® o M40403®) a basso peso 
molecolare con attivita catalitica-dismutasica ad 
esempio verso il superossido (SOD mimetics) (vedasi 
i brevetti statunitensi nn.5 874 421, 5 637 578 e 5 
696 109; le domande internazionali WO02/28390 e 
W002/058686; Samilowski W.E. et al . Nat. Med. 9, 
750-755, 2003) o, addirittura, l'uso della porzione 



attiva isolata dell 1 enzima (brevetto statunitense 
n„6 117 454) , 

Tuttavia, anche queste strategie non possono 
non avere che una limitata efficacia in quanto ri- 
producendo I'attivita dell'enzima nativo a livello 
molecolare, di fatto agiscono ancora su una sola 

specie radicalica (0 2 *~) risultando quindi totalmen- 

te inattive nei confront! degli altri ROS, RNS e R* 
che determinano lo OSS complessivo . Ad oggi 7 farma- 
ci che necessitano il passaggio attraverso la mem- 

brana ematoencef alica, e che hanno dif ficolta o non, 

■ • * - •■ 

sono in grado di .attraversarla> debbono essere* som- , 

« « » 

mini st rati mediante infusione diretta nel SNC.o.me- 
diante 1 1 impiarito di polimeri a. rilascio controlla- 
to, con problemi facilmente immaginabili (vedi ad 
esempio il brevetto statunitense n.4 883 666). 

Ulteriori molecole proposte sono i cosiddetti 
"spin- trapping scavenging agents" come, ad esempio, 
gli azulenyl nitrones, 1 ' NXY-05 9 e soprattutto 
1 1 alf a-f enil-tert-butil-nitrone (PBN) che ha dato 
risultati soddisf acenti in diverse patologie (Ra- 
chnilewitz D. et al . Gut 35, 1181-1188, 1994; Kri- 
shna M.C. et al. J. Biol. Chem. 271, 26018-26025, 
1996; Gilgun- Sherki Y. et al. Pha.jrma.col. .Rev. 54, 



271-284, 2002). Ancora una volt a, 1'azione e pero 
limitata a poche specie radicaliche, in quanto, 
sebbene l'azione sui radicali centrati sul carbonio 

(C*) determini un addotto relativamente stabile , il 
legame con quelli centrati sull 1 ossigeno e del tut- 
to insoddisf acente : basti pensare , ad esempio, che 
l'emivita dell 1 addotto tra il temibile radicale i- 

drossile (HO*) e il PBN e di appena 4 0 secondi 

(Jansen F.G. et al . Free Rad. Biol. Med. 12, 169- 
173 , 1992) . 

Questi nitrossidi noil persistent! dopo f rammen- 
tazione originano inoltre altre specie radicaliche 
in .grado di propagare o iniziare la. reazione di au- 

If r J 

'I I »|" • >." 

toossidazione . Il PBN non lega inoltre i radical! 
centrati sull 1 azoto (RNS) (Hensley K. et al . Int. 
Rev. Neuroblol . 40 , 299-317, 1997) \ Spin traps do- 
tat i di maggiore stabilita in vitro (Tempo, Tempol) 

in grado di legare radicali superossido (0 2 *~) ed 

idrossile (HO*) , di autorigenerarsi (non hanno cioe 
un 1 azione suicida come i comuni antiossidanti) e di 
bloccare simultanearaente la reazione di Fenton, ov- 
vero capaci di terminare le reazioni radicaliche 
sono stati realizzati (Samuni et al . Biochemistry 
30, 555-561, 1991; Samuni et al . J. Clin. Invest. 



87, • 1526-1530, 1991; Li H. et al . Free Rad. Biol. 
Med. 32, 712-719, 2002; Krishma M.C. et al . J. 
Biol. Chem. 271, 26026-26031, 1996). Tuttavia, l'a- 
zione protettiva di queste molecole in vivo e limi- 
tata sia dalla loro tossicita sia dalla loro emivi- 
ta inferiore ai 3 minuti (Laight D. et al . Br. J. 
Pharmacol. 124, 238-244, 1988). 

Al fine di superare queste difficolta, questi 
spin- traps vengono infatti utilizzati in vivo in 
associazione ad una macromolecola polinitrossilata 

serum albumin, PNA) che ne ri- 

, ■ ... i . . 

duce la tossicita, permette il "recycling" e, man- 
tenendo bassa la dose di impiego , impedisce effetti 
vasodilatanti (Kupposomi P . : et al. Biochemistry 35, 
7051-7057, 1996; Kupposomi P. et al. Magn. Res. 
Med. 40, 806-811, 1998); owiamente, date le note- 
voli dimensioni, queste macromolecole funzionano 
solo negli spazi extracellulari. 

Recent emente, nel brevet to statuni tense n.5 981 
54 8 sono state descritte composizioni f armaceutiche 
comprendenti idrossilammine cicliche, derivate da 
N-piperidina, per il trattamento di malattie con- 

nesse con una produzione in eccesso di radicali li- 
beri . 

Un primo aspetto della presente invenzione si 



fonda sul riconoscimento del fatto che idrossilam- 
mine cicliche derivate da N-piperidina, descritte 
nel sopra citato brevetto statunitense n.5 981 548, 
sono in grado di attraversare la barriera ematoen- 
cefalica e possono cosi essere utilizzate nel trat- 
tamento terapeutico e di profilassi di malattie 
neurodegenerative . 

Nell 1 ambito dell 1 invenzione , sono stati inoltre 
individuati altri composti derivati da N-piperidi- 
na, aventi attivita farmaceutica nel trattamento di 
diverse patologie, indicate nel seguito, per i qua- 

•> 

"a * 

li non risulta fino ad oggi essere stato proposto 

1 * j r 

> i 

un impiegp in campo farmaceutico. 

In relazione a; tali ulterior! composti, la pre- 
sente invenzione fornisce nuovi impieghi in terapia 
e profilassi che risultano dall 1 individuazione di 
inaspettate loro proprieta, quali in particolare 
un 1 elevata capacita di reagire con i different! ti- 
pi di radical! liberi terminando le reazioni radi- 
caliche, la capacita di attraversare con facilita 
il doppio strato lipoproteico delle membrane cellu- 
lar! (con particolare riferimento alia barriera e- 
matoencefalica) , 1 1 elevata capacita di distribuzio- 
ne all 1 interno dei tessuti permettendo cosi di ot- 
tenere un 1 elevata concentrazione della sostanza at- 



» 



* 



tiva nel distretto corporeo dove e richiesta la 
protezione antiossidante e la capacita di autorige- 
nerarsi (self -replenishing antioxidants) e preveni- 
re la reazione di Fenton attraverso 1 1 ossidazione 
di ioni metallic!. 

Un ulteriore scopo della presente invenzione e 
pref eribilmente quello di fornire nuovi impieghi 
terapeutici in relazione ad una classe di composti 
che, oltre a tutti i vantaggi di cui sopra, risul- 
tino non tossici, non- immunogenic! , stabili e di 
facile preparazione in grandi quantitative a basso 
costo. 

I nuoyi impieghi terapeutici e le composizioni 

» .. i - • 

* * » * 

f armaceiitiche oggetto dell * invenzione sono def initi 

* 

* ■ 

nelle rivendicazioni che seguono . 

In particolare, i nuovi impieghi in ambito far- 
maceutico, descritti in maggior dettaglio riel se- 
guito, sono riferiti ad una classe di composti di 
formula (I) : 

(D 




(CH 2 )s R 5 



R 3 &4 
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in cui R 6 e ossile, idrogeno o ossicirile, R l7 R 2 , R 3 
e R 4 sono scelti indipendentemente l'uno dall'altro 
tra: 

idrogeno 

alchile con da 1 a 12 atomi di carbonio, prefe- 
ribilmente da 1 a 6 atomi di carbonio e piu prefe- 
ribilmente da 1 a 3 atomi di carbonio, 

alchenile con da 2 a 12 atomi di carbonio, pre- 
feribilmente da 2 a 6 atomi di carbonio e piu pre- 
feribilmente da 2 a tre atomi di carbonio, 

alchinile con da 2 a 12 atomi di carbonio, pre- 

't « - ■ 

feribilmente da 2 a 6 atomi di carbonio e piu pre- 
f eribilmeiite da 2 a tre atomi di carbonio, oppure 

■ * * $ 

- Ri e R 2 formaho as si erne un gruppo tetrametilerie 1 
o pentametilene; 
R 5 e idrogeno, 

alchile con da 1 a 12 atomi di carbonio, prefe- 
ribilmente da 1 a 6 atomi da carbonio e piu prefe- 
ribilmente da 1 a 3 atomi di carbonio, 

cicloalchile con da 3 a 8 atomi di carbonio, 

alchenile con da 2 a 12 atomi di carbonio, pre- 
feribilmente da 2 a 6 atomi di carbonio e piu pre- 
feribilmente da 2 a 3 atomi di carbonio, 

alchinile con da 2 a 12 atomi di carbonio, pre- 
feribilmente da 2 a 6 atomi di carbonio e piu pre- 



f eribilmente da 2 a 3 atomi di carbonio, 
oppure 




R 3 R4 

(II) 

in cui 

Ri/ R-2/ R3 ^ R-4 sono come precedentemente defi- 
niti, n e un intero da 1 a 30, piu pref eribilmente 
da 2 a 14 e ancor piu pref eribilmente da 6 a 10, 5 

R 7 e idrogeno, ossile o ossidrile. 

* ■ 

Un grUppo di composti pref eriti ed illustrativi 

" . " ! '■■ \ * , !' <• ,', 

* *| I 0 • r 

della presente invenzione sono composti di formula: 



Ri R2 



R 3 R4 




O 

ll 



R 6 N ) O C (CH 2 ) n R 5 



m cui 

Ri, R 2/ R 3 e R 4 sono alchile avente da 1 a 3 a 
tomi di carbonio, 
Rr e 
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.| o ( n — R y 



(ID 

in cui 

R-i/ R3 e R 4 sono alchile avente da 1 a 3 a- 

tomi cii carbonic, 

n e un intero da 1 a 10 ed almeno uno di R 6 o 
R 7 e ossile e l'altro di R 6 o R 7 e ossile o ossidri- 

■< 

CL. 



t : * 




0 N ) 0 u (CH 2 ) 8 — u 0—C N — 0° 




denominator bis ( l~ossile-2 , 2 , 6, 6-tetrametil-4-pipe~ 
ridinil ) decandioato . 

II t ermine "alchile con da 1 a 12 atomi di car- 
bonio" denota un gruppo sostituente derivato da un 
idrocarburo saturo mediante rimozione di un singolo 
atomo di idrogeno. II termine include metile 7 eti- 
le, n-propile, n-butile, sec-butile, iso-butile, 



*4 

**** - 
CO 1 



le; 

in particolare e particolarmente pref erito 1 1 impie- - o 
go di un composto di formula: o' 
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tert-butile e le diverse forme isomeriche di penti- 
le, esile, eptile, ottile, nonile, decile, undecile 
e dodecile . 

I termini "alchenile avente da 2 a 12 atomi di 
carbonic*" e "alchenile con da 2 a 12 atomi di car- 
bonio" indicano gruppi sostituenti derivati, ri- 
spettivamente, da idrocarburi di alchene ed alchino 
mediante rimozione di un singolo atomo di idrogeno. 
Quest i termini includono etenile, etinile, propeni- 
le, propinile e simili gruppi idrocarburici insatu- 

ri ramificati e non ramificati, aventi fino a 12 

• . . , i « • f 

atomi di carbonio . 

II termine "cicloal chile avente da 3 a 8 atomi 
di cdiUo- indica ^ni o^ocicua; 

quali ciclopropile, ciclobutile, ciclopentenile, 
cicloesile, nonche anelli carbociclici sostituiti 
con alchile che contengono fino a 8 atomi di carbo- 
nio come ad esempio metil-, dimetil- ed etilcicloe- 
sile. 

I compost i N-ossil e N-idrossil derivati posso- 
no essere preparati mediante process! descritti nei 
brevetti statunitensi nn.4 691 015 e 5 981 548 a 
partire dagli N-H derivati- 

In particolare, gli N-ossil derivati sono otte- 
nuti dal corrispondente N-H derivato mediante rea- 
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zione con acido m-cloroperbenzoico . II derivato N~ 
ossil puo essere convert it o nel corrispondente N- 
idrossi derivato mediante idrogenazione catalitica, 
ad esempio utilizzando Pt0 2 come catalizzatore . 

Come precedentemente indicato, un oggetto del- 
1 1 invenzione e 1 1 impiego dei composti sopra citati 
per la preparazione di medicament! , composizioni 
f armaceutiche o veterinarie, per il trattamento (i~ 
nibizione, prevenzione, profilassi e terapia) di 
sindromi e patologie neurodegenerative, quali morbo 
di Parkinson, morbo di Alzheimer, lesioni encefali- 

* " * * ■ " 

che da ictus, lesioni cerebral! traumatiche, neuro- 
patia da HIV, sindrome di Down, polineuropatia dia- 

• * t 

betica, distrbfia muscolare, sclerosi multipla, 
morbo di Huntington, malattia prionica, discinesia 
tardiva, tauopatia, patologie demieilanti e sindro- 
me di Lou Gherig. 

Inoltre , 1 1 invenzione riguarda 1 1 impiego dei 
composti citati per la preparazione di composizioni 
f armaceutiche o veterinarie e di medicamenti per il 
trattamento terapeutico, di prevenzione e/o profi- 
lassi di patologie mortali, quali ischemia- riperfu- 
sione cardiaca/renale/polmonare/epatica/intestina- 
le, ipertensione, diabete, cancro ed inoltre di 
shock, fibrosi cistica, infezioni da virus, tossi- 
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cita da farmaci e radiazioni (ad esempio radiotera- 
pia o radioprotezione piu in generale) , inf iamma- 
zione, aterosclerosi , invecchiamento, artrite reu- 
matoide, epilessia, ipercolesterolemia, iperlipide- 
mia, nonche nel trattamento del dolore e sepsi, pa- 
tologie associate ad un eccesso di produzione di 
radicali liberie 

Nell 'utilizzo in ambito farmaceutico o veteri- 
nario, i compost i secondo la presente invenzione 
vengono sommini strati al soggetto a livelli di dose 

compresi nell 1 intervallo tra 0,01 e 1 g/kg di peso 

• • • ■ * 

corporeo, pref eribilmente da 0 7 1 a 200 mg/kg e piu 

• . ■ • " .. 

pref eribilmente in un intervallo compreso tra 0,5 e 

* .. • • 

* 

2 0 nig/kg di peso corporeo in una o piu somministra- 

* - * 

zioni giornaliere. 

Gli specific! dosaggi utilizzati, tuttavia, po- 
tranno variare dipendentemente dalla necessita del 
paziente o dell ' animale, dalla severita delle pato- 
logie in necessita di trattamento (dall'eta, dal 
sesso, dalla dieta, dalla via di somministrazione e 
da considerazioni f armacologiche quali l'attivita 
del composto da utilizzare, l ! efficacia 7 il profilo 
f armacocinetico e tossicologico del composto pre- 
scelto, l'eventuale associazione con altri farmaci, 
ecc.) . La determinazione del dosaggio ottimale fa 




parte delle possibility, di scelta del tecnico del 
ramo • 

Per la preparazione di composizioni farmaceuti- 
che o veterinarie, comprendenti almeno uno del com- 
post! secondo la presente invenzione, potrarmo es- 
sere utilizzati veicoli farmaceuticamente accetta- 
bili sia in forma solida sia in forma liquida. 

Le vie di somministrazione comprendono oltre 
alia somministrazione orale e parenterale, le som- 
ministrazioni per via inalatoria e dermatologica 
(topica) . 

Le preparazioni solide includeranno, ad esem- 
pio, polvpri, compresse, granuli, capsule, cachet e 
supposte .*";;■' 

Un veicolo solido puo essere costituito da una 
o piu sostanze che possono agire anche come agenti 
diluenti, aromatizzanti, solubilizzanti , lubrifi- 
canti, agenti sospendenti, leganti, o disgreganti 
le compresse; puo anche essere usato materiale in- 
capsulato . 

Nelle polveri, il veicolo e costituito da un 
solido finemente suddiviso, che si trova in miscela 
con almeno un composto attivo* Nelle compresse, il 
principio attivo e miscelato con il veicolo avente 
le necessarie proprieta leganti, in proporzioni a- 
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datte e compattato nella forma e dimensione deside- 
rata. Le polveri e le compresse contengono prefer i- 
bilmente tra il 7 e il 70% in peso del principio 
attivo . 

Veicoli adatti sono rappresentati principalmen- 
te da carbonato di magnesio, stearato di magnesio, 
talco, lattosio, zucchero, pectina, destrina 7 amido 
di mais, metilcellulosa, carbossimetilcellulosa di 
sodio, cere a basso punto di fusione, burro di coc- 
co, e simili . 

Potraimo essere utilizzate compresse; polveri, 
cachet e capsule, come forme di dosaggio adatte al- 

la somministrazione orale. 

■ • * 

Preparazioni sotto forma liquida includono le 
soluzioni adatte alia soniministrazione parenterale 
(iniezioxii subcutanee, intravenose, int ramus col ari, 
intrasternali , o tecniche di infusione) od orale, 
oppure sospensioni ed emulsioni adatte alia sonimi- 
nistrazione orale. Possono essere menzionati come 
esempi di preparazioni liquide adatte alia sommini- 
strazione parenterale sia soluzioni acquose sterili 
del principio attivo, che soluzioni sterili del 
principio attivo in solvent! comprendenti acqua, 
etanolo, o glicole propilenico. 

Soluzioni sterili possono essere preparate dis- 
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solvendo il principio attivo nel desiderato sistema 
solvente, e guindi passando la risultante soluzione 
attraverso un filtro a membrana al fine di steri- 
lizzarlo altemativamente , dissolvendo il composto 
sterile in un solvente precedentemente sterilizza- 
to, in condizioni sterili. 

Possono essere preparate soluzioni acquose per 
la somministrazione orale dissolvendo il principio 
attivo in acqua e addizionando opportuni agent i co- 
loranti, aromatizzanti, stabilizzanti, ammassanti ; 
nella quantita desiderata. 

Le sospensioni acquose per l'utilizzo .orale 

• * * 

possono essere preparate disperdendo il principio 

- = ■ - 

i • ■ 

> : . j , i - j., ■ •»', 

attivo finemente suddiviso in acqua insieme con ma- 
teriale viscoso come le gomme natural! o sinteti- 
che, le resine, la metilcellulosa, la carbossime- 
tilcellulosa di sodio, ed altri agenti sospendenti 
noti nella tecnica delle formulazioni f armaceutiche 
o veterinarie. 

Pref eribilmente, la preparazione farmaceutica o 
veterinaria e sotto forma di singola unita di do- 
saggio, contenente pref eribilmente da 1 a 300 mg. 
Sotto tale forma la preparazione viene divisa in 
dosi unitarie contenenti quantita appropriate del 
principio attivo. Detta singola unita di dosaggio 



, puo essere costituita da una preparazione confezio- 
nata contenente compresse, capsule e polveri in 
fiale od ampolle. 

Le composizioni farmaceutiche dell 1 invenzione 
sono da utilizzarsi pref eribilmente nell'uomo. Tut- 
tavia, essendo utili per uso umano, possono essere 
altrettanto utili per 1 1 impiego in ambito veterina- 
rio per animali da compagnia, animali esotici e a- 
nimali da fattoria, incluso mammif eri , uccelli, ro- 
ditori, ecc, Piu pref eribilmente gli animali quali 
cani e gatti, nonche. bovini, ovini e suini . 

I seguenti esempi potranno permettere ad un e- : 

* * - ■* .. 

sperto del ramo di realizzare 1 ' invenzione . Essi 

■ 

saranno quindi illustrativi dell 1 invenzione e sono 
stati inclusi solo come indicazione e non come una 
limitazione. Viene pertanto riportato l'uso del- 
1 1 invenzione sia in un modello del morbo di Parkin- 
son come esempio di disordine neurodegenerative, 
sia in un modello di ischemia-riperf usione miocar- 
dica come esempio di malattia che minaccia la vita, 
Esempio 1 

Sebbene la sindrome di Parkinson (SP) sia stata 
descritta per la prima volta nel 1817 da James Par- 
kinson come una "shaking palsy" di origine scono- 
sciuta (vi sono tuttavia evidenze di sindrome par- 
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kinsoniana datate addirittura migliaia di anni fa) , 
la sua eziologia e aricora piuttosto oscura. 

In aggiunta all 'eta, e vivo il dibattito scien- 
tifico a livello internazionale sul ruolo di fatto- 
ri genetici ed ambientali nell f origine della SP 
(Huang Z. et al. Can. J. Neur. Scl. 3 0 Suppl . 1, 
510-518, 2003; Daner W. et al. Proc. Natl. Acad. 
Scl. (USA) 99, 14524-14529, 2002; Vaughan J.R.. et 
al. Am. Hum. Gen. 65, 111-126, 2001; Thiruchelvam 
M. et al. Neuro t oxl col ogy 23, 621-633, 2002; Scott 

W.K. et al. JAMA. 286, 2239-2244, 2001; Warner T.T. 

• ■ - 

& Schapira A.H. Am. Neurol . 53 Suppl, 3, 516-523,,' 

V •. 

2003) . Notevole irnpulso alle ricerche in anobito am- 

•> . < 

bientale e stato fornito a meta dei primi anni. ot- 
tanta dalla scoperta che specifiche neurotossine 
come la n-metil-4-f enil-1 , 2,3, 6-tetraidropiridina 
(MTPT) possono causare il parkinsonism© nell'uomo e 
nell'animale; da allora, numerosi sono i pesticidi 
scoperti riprodurre la SP nel modello animale (Be- 
tarbert R. et al. Nat. Neuroscl. 3, 13 01-13 06, 
2000; Kirbi M.L. et al . Toxicol. Scl. 61, 100-106, 
2001; Yumino K. et al. J". Biochem. (Tokyo) 131, 
565-570, 2002; Gao et al. J. Neurosci. 23, 6181- 
6187, 2003) . Non e senza significato il fatto che 
le meta-analisi degli studi caso-controllo disponi- 
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bili suggeriscono l'esistenza di un'associazione 
tra esposizione a pesticidi e SP (Priyadarshi A. et 
al. Neuro toxicology 21, 435-44 0, 2000; Priyadarshi 
A. et al. Environ. Res. 86, 123-127, 2001). 

Numerose evidenze sperimentali dimostrano che 
I'erbicida paraquat (che ha una struttura chimica 
simile al MPTP) e coinvolto nella patogenesi della 
SP: sia la microinf usione di paraquat nella Sub- 
stantia. Nigra dell ' animal e sia il trattamento 
via sistemica o intraperitoneal, determina una se- 
lettiva degenerazione di neuroni dopaminergi c i ac 
compagnata da segni , comport amen tali e neuropatolo-, 

gici, di una severa neurotossicita . non selettiva 

■ • . ■■ 

(Brooks A.I. et al. Brain Res. 823,: 1-10, 1999; 
Thiruchelvam M. et al . Neurotoxi oology 23, 621-633, 
2 002; McCornack A.L. et al . Neurobiol . Dis. 10, 
119-127, 2002) attribuita ad un eccesso di radical! 
liberi reattivi-OSS (Jannone N. et al. Neuropharma- 
cology 30, 893-898, 1991; Klivenyi G. et al . Neuro- 
biol. Dis. 5, 253-258, 1998; Foley M. et al . J. 
Neurol. 247 Suppl . 2, 1182-94, 2000) . 

II modello sperimentale paraquat /rat to/SP e 
stato pertanto selezionato quale il piu indicative 
per la verifica dell 1 ef f icacia di composti chimici 
secondo la presente invenzione; di questi, due an- 
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tiossidanti denominati MP1002 e MP1001 sono stati 

usati negli esperimeriti : 

MP1002 



MP1001 




Ratti raaschi Sprague Dawley (210-220 g di. peso) 
sono stati mantenuti a diet a standard di laborato- 
rio integrata di ."Pellet Nossan" (sia gli animali, 
sia le pellet sono disponibili da Nossan Company, 
Milano 7 Italia) ed ospitati per tre settimane (umi- 
dita relativa 50% + 10%, temperatura 22°C + 1 ed in 
ciclo di luce/oscurita di 12 ore/12 ore, con luce 
iniziale alle h.7,30), prima degli esperimenti; il 
cibo e 1 ' acqua erano disponibili ad libitum. 

Prima del trattamento, i ratti sono stati ane- 
stetizzati con iniezione intraperitoneale di 3 80 
m 9"/kg di peso di cloral idrato; una cannula di gui- 



da di acciaio inossidabile (dimensione 25) e stata 
impiantata unil ate raiment e nella Substantia Nigra 
sotto guida stereotassica ed assicurata al cranio 
con materiale acrilico dentale. 

Agli animali (20 per ciascun gruppo sperimenta- 
le) e stato concesso un periodo di recupero di set- 
te giorni prima dell 1 ef f ettuazione del trattamento; 
in questo periodo non e stata osservata alcuna al- 
terazione dell 1 attivita motoria o della postura. Le 
microinf usoini sono state effettuate mediante una 

siringa Hamilton dal 10 \xl, collegata mediante un 
tubo di teflon ad una cannula di iniezione. 1 com- 
posti o il veicolo (NaCl alio 0,8%) sono stati i-r 

j " • * 

■• .. i . ' ••.{,.■ 

niettati in volume totale di 1 jal/minuto. 

La microinf usione di 5 0 \ig di paraquat nella 
Substantia Nigra (n « 2 0 ratti) ha determinato un 
incremento dell 1 attivita motoria con gli animali 
che effettuavano salti e si muovevano in circolo in 
direzione controlaterale alia posizione di iniezio- 
ne, circa 24 minuti piu tardi ; tutti gli animali 
sono morti dopo 24 + 2,5 ore dall 1 inf usione . Ulte- 
riori venti animali sono- stati infusi con paraquat 
e venti con paraquat piu veicolo ; circa dieci degli 
animali per ciascun gruppo sono soprawissuti dopo 
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2 0 ore dal trattamento e sono stati utilizzati per 
cieterminare lo sviluppo di perossidazione lipidica 
nella Substantia. Nigra.. 

Quando il paraquat (50 \xg) e stato siraultanea- 
mente microinfuso nella Substantia Nigra con 1 \xg 
di MP1002 o MP1001, tutti gli animali sono sopra- 
vissuti per ulteriori 24 ore e non si sono osserva- 
ti segni di alterazioni durante continuo monitorag- 
gio (vedasi tabella 1) . Risultati similar! sono 
stati ottenuti dopo somministrazione intraperitone- 
al degli antiossidanti , dimostrando cosi la stra- 
ordinaria capacita di MP1002 o di MP1001 di attra- 
versare la barriera ematoencef alica (BBB) , uno dei 

■ 

i i ■. 

fattori piu limitanti dei convenzionali antiossi- 
danti (unitamente alia loro • selettivita in relazio- 
ne ad uno specif ico tipo di radicale) per scopi 
terapeutici in patologie neurodegenerative. 

In particolare, nessuno dei ratti e morto quan- 
do (1) pretrattati per via intraperitoneale con 12 0 
mg/kg i n peso di MP10 02 o MP10 01 5 minuti prima 

della microinf usione di 5 0 jag di paraquat; (2) si- 
multaneamente trattati con iniezione intraperitone- 
ale con 12 0 mg/kg in peso di MP1002 o di MP1001 ed 

infusi con 50 [ig di paraquat; e (3) microinf usi con 



5 0 di paraquat seguito da iniezione intraperitone- 
al^ con 12 0 mg/kg di peso di MP1002 o di MP1001 5 
minuti piu tardi (vedasi tabella 1) . 

La perossidazione lipidica nella Substantia Ni- 
gra, e stata determinata mediante quant izzazione del 
rilascio di malondialdeide (MDA) , utilizzata come 
biomarker, mediante il reagente di acido tiobarbi- 
turico-TCA-HCl come descritto da Buege J*. A. & Aust 
S.D. Meth, Enzymol. 52, 302-310, 1978. La tabella 1 
illustra chiaramente 1 1 increment© di perossidazione 

lipidica nella Substantia. Nigra in un gruppo addi- 

■ 

* 

zionale di animali (circa dieci) soprawisuti 2 0, 
ore dopo 1 1 inf usione con 5 0 jiig di paraquat o para- 
quat e soluzione salina. II trattamento con MP1002 
o MP1001 nelle diverse situazioni (prima, assieme o 
dopo 1 1 inf usione con paraquat) riduceva mar cat amen - 
te e signif icativamente (p < 0,01) la perossida- 
zione lipidica nella Substantia Nigra, indicando 
chiaramente 1 ' elevata potenza antiossidante di que- 
sti composti. 

In questi esperimenti, sia la somministrazione 
intracerebrale sia la somministrazione periferica 
di MP1002 o MP1001, due tipi di antiossidanti qui 
descritti, protegge totalmente contro effetti com- 
portamentali e neuropatologici indotti da paraquat 



nei ratti. Questi risultati dimostrano la capacita 
dei composti secondo 1 1 invenzione di attraversare 
facilmente la barriera ematoencef alica, cosi pro- 
teggendo i neuroni dopaminergic i del la Substantia 
Nigra contro danni degenerativi (ad esempio OSS) 
prodotti da erbicidi, quali il paraquat. Questo 
rappresenta un utile approccio per il trattamento 
di diverse patologie neurodegenerative, incluso il 
morbo di Parkinson. 
Esempio 2 

11 modello in vivo di lesione miocardica da i- 
schemia e riperfusione e stato selezionato come il/ 

piu idoneo verificare l f efficacia dei composti 

■ ■ 

MP1002 e MP1001 secondo l'invenzione. 

* 

Ratti maschi Sprague Dawley (220-230 g) sono 
stati mantenuti a dieta standard di laboratorio 
supplementata di "Pellet Nossan" (Nossan Company, 
Milano, Italia) ed ospitati per tre settimane prima 
degli esperimenti (umidita relativa 50% + 10, tem- 
peratura 22°C + 1 e ciclo di luce/oscurita di 12/12 
ore con inizio di luce alle h.7,30); il cibo e 
l'acqua erano disponibili ad libitum. 

I ratti (venti per ciascun gruppo) sono stati 
anestetizzati con iniezione intraperitoneale di 
cloral idrato (3 80 mg/kg) e quindi sono stati tra- 



cheotomizzati, intubati e ventilati con aria am- 
biente da un idoneo ventilatore; la temperatura 
corporea e stata mantenuta a 38°C + 1 e l r arteria 
carotide destra e stata cannulata e connessa ad un 
trasduttore di pressione alio scopo di monitorare 
la pressione sanguigna arteriosa media (MAP) . 

La vena giugulare destra e stata cannulata per 
la soiraninistrazione dei composti, si e effettuata 
una toracotomia laterale, il cuore e stato sospeso 
in una culla pericardica temporanea ed un occlusore 
a laccio e stato disposto attorno all'arteria coro- 
narica sinistra discendente (LAD) ; si e lasciato' 
che gli animali si stabilizzassero per 40 minuti 
prima della legatura LAD. 

L ' arteria coronarica e stata occlusa stringendo 
l 1 occlusore, una procedura correlata con tipiche 
alterazioni elettrocardiograf iche ed emodinamiche 
(caduta di MAP), dell 1 ischemia miocardica. Dopo 25 
minuti di ischemia miocardica, 1 ' occlusore e stato 
riaperto permettendo la riperfusione per 2 ore. II 
battito cardiaco (HR) e MAP sono stati continuamen- 
te monitorati. 

Dopo 2 ore di riperfusione, I 1 arteria coronari- 
ca e stata riocclusa e si e iniettato il colorante 
Blu di Evans (4,5 ml al 2% p/v) nel ventricolo si- 
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nistro, mediante la cannula dell ! arteria carotide 
destra, per discrimihare tra sezioni perfuse e non 
perfuse (AAR) del cuore : la soluzione di Blu di E- 
vans colora il miocardio perfuso, mentre il letto 
vascolare occluso resta non colorato. 

Quindi i ratti sono stati sacrificati con un'o- 
verdose di anestetico, si e rimosso il cuore che e 
stato sezionato in fette (3-4 mm) , si e rimossa la 
parete ventricolare destra e 1 1 area a rischio (ro~ 
sa) e stata separata dall 1 area non ischemica (blu) . 
L 1 area a rischio e stata tagliata in piccoli pezzi 

' : r 

I 

ed incubata con p-nitroblu di tetrazolio (NBT, 0,48' 

• « 

mg/ml) per 20 minuti a 37°C: in presenza di enzimi 

• • • . 

intatti di deidrogenasi Cmiocardio vitale) ; 11 NBT 
forma un formazano blu scuro, mentre 1 1 area di ne- 
crosi senza attivita di deidrogenasi non si. colora. 

* 

I pezzi sono stati separati secondo la loro colora- 
zione e pesati per determinare la dimensione del- 

I I inf arto come percentuale del peso di AAR. 

Sono stati considerati i seguenti gruppi spe- 
rimentali: a) occlusione LAD (25 minuti) e riperfu- 
sione (2 ore) piu somministrazione del veicolo (so- 
luzione salina, 3 ml/kg - v - bolus plus 1,8 ml /kg/ 
h) , con inizio 5 minuti dopo riperfusione e mante- 
nimento durante il periodo di riperfusione; b) oc- 
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clusione LAD e riperfusione piu somministrazione cii 
MP1002 o di MP10 01 (10 mg/kg cii iniezione in bolo) 
a 5 minuti prima della riperfusione, seguita da u- 
n 1 infusione di 2 mg/kg/h durante il periodo di ri- 
perfusione; c) operazione sham (nessuna occlusione 
LAD) ed infusione del veicolo; d) operazione sham 
ed infusione di MP10 02 o MP1001 come precedent emen- 
te descritta. 

La malondialdeide (MDA) nel tessuto cardiaco 
come prodotto finale di perossidazione dei lipidi 
di membrana cellulare e stata anche determinata co- 
me precedentemente descritto. } 

Nella tabella 2 sono riportati i valori di MAP 

* * 

e HR, mi sur at i durante il corso degli esperimenti:/ 
I risultati emodinamici di base erano simili nei 
diversi gruppi considerati. 

Negli animali sham operati (nessuna occlusione 
LAD) 1 1 infusione del veicolo o veicolo con MP1002 o 
MP1001 non aveva sostanziali effetti emodinamici, 

Negli animali sottoposti ad occlusione e riper- 
fusione coronarica, i valori medi di MAP si riduce- 
vano lievemente durante il periodo sperimentale, ma 
non vi erano alterazioni nell'HR. Inoltre, i valori 
medi di MAP e HR dei ratti sottoposti a trattamento 
i/R (ischemia/riperfusione) e trattati con MP1002 o 
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* 

MP10 01 non erano signif icativamente diversi cial 
gruppo i/R trattato con il solo veicolo, 

L 1 inf usione di MP1002 o MP1001 ha determinato 
una signif icativa riduzione (p < 0,01) della dimen- 
sione di infarto (80% e 78%, rispettivamente) quan- 
do confrontata con il controllo (fig.l). L'opera- 
zione sham non e risultata in un grado significati- 
ve di infarto. Mentre il trattamento i/R determina- 
va un marcato e signif icativo incremento (p < 0,01) 
nella perossidazione lipidica, a confronto con i 
ratti sham- (piu veicolo o antiossidante) -operati , 

r •■■ ' •'.(•. 

il trattamento con MP1002 o MP1001 riduceva signi-/ 

f icativamente (p < 0,01) lo sviluppo di perossida- 

« 

zione a livelli simili a quelli degli animali sham- 
operati (fig. 2), test imoni ando cosi 1 1 elevato po- 

5 r t 

tenziale antiossidante, di questi composti . 

Questi esperimenti dimostrano che MP1002 o 
MP1001 sono in grado di ridurre drasticamente la 
dimensione di infarto miocardico dopo occlusione e 
riperfusione del miocardio. Questi risultati dimo- 
strano la capacita dei composti dell 1 invenzione di 
esercitare un elevato ef fetto protettivo contro le- 
sione miocardica indotta da ischemia-riperf usione . 

Cio suggerisce che i composti dell 1 invenzione 
offrono un nuovo approccio terapeutico per il trat- 
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tamento di malattie che minacciano la vita, incluse 
malattie ischemiche cardiache. 
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R X VEND X C AZ I ON I 
1. Xmpiego di un coirtposto di formula: 



O 



o 

ii 



r 6 . n ) o C (CHWs — R 5 




R 3 *U 



m cui : 

in cui R s e ossile, idrogeno o ossidrrle , R.x , K.2 # R3 
e R 4 indipendentemente l'uno dall'altro sono scelti 
tra : 

* > 

idrogeno 

alchile avente da 1 a 12 atomi di carbonio , 

■ » 

r » ■* 

alchenile avente da 2 a 12 atomi di carbonio, 
alchinile con da .2 a 12 atomi di carbonio, op- 
pure 

Ri e R 2 assieme sono tetrametilene o pentameti- 
lene ; 

R 5 e idrogeno, 

alchile avente da 1 a 12 atomi di carbonio, 

cicloalchile avente da 3 a 8 atomi di carbonio, 

alchenile avente da 2 a 12 atomi di carbonio, 

- . alchinile avente da 2 a 12 atomi di carbonio, 

oppure 



o 

|_ 0 ( V— « 7 



&3 R4 

(II) 



m cux 



Ri/ K-2/ R3 e R 4 sono come precedentemente defi- 
niti , 

R 7 e uguale o differente a R 6 ed e scelto tra 

idrogeno, ossile o ossidrile, e 

n e un intero da 1 a 30, 

■ > , -• -- •• . 

per la preparazione di una compos izi one farmaceuti-; 

■ . , 

ca per uso veterinario o umano o di un medic amen to 

' * • 

per il trattamentp terapeutico o di profilassi, di 

malattie neurodegeneative . 

* 

2. Impiego secondo la rivendicazione 1, in cui 
nelle formule (I) r x , R 2/ R 3 e R 4 sono, indipenden- 
temente l'uno dall'altro, un alchile avente da 1 a 
6 atomi di carbonic, R 6 e idrogeno, ossile o ossi- 
drile e R s e: 
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in cui R X/ R 2/ R 3 e R 4/ indipendentemente l'uno dal- 
l'altro sono un alchile avente da 1 a 6 atomi di 
carbonio e R 7 e ossile, idrogeno o ossidrile e n e 
un numero intero da 2 a 14 . 

3 . Impiego secondo le rivendicazioni 1 o 2 , in cui 
Ri, R 2/ R 3 e R 4 sono, indipendentemente l'uno dal- 
l'altro, un alchile avente da 1 a 3 atomi di carbo- 
nio e R= e: 




R 3 R4 



in cui Ri, R 2 , R 3 e R 4 sono, indipendentemente l'uno 
dall'altro, un alchile avente da 1 a 3 atomi di 
carbonio, R 7 e ossile, idrogeno o ossidrile e n e 
un numero intero da 6 a 10. 

4. Impiego secondo una qualsiasi delle rivendica- 
zioni 1 a 3, in cui detto composto e di formula: 




(CH 2 ) 




(III) 



in cui R 6 e R 7 sono uguali o different! e sono 
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scelti tra ossile, idrogeno o ossidrile. 

5. Impiego secondo una qualsiasi delle rivendica- 
zioni 1 a 4, in cui detta malattia neurodegenerati- 
va e scelta tra morbo di Parkinson, morbo di Al- 
zheimer, lesione cerebrale da ischemia- riperfusio- 
ne, lesione cerebrale traumatica, neuropatia da 
HIV, sindrome di Down, polineuropatia diabetica, 
distrofia muscolare, sclerosi multipla, malattia di 
Huntington, malattia prionica, discinesia tardiva, 
tauopatia, patologie demieilanti e sindrome di Lou 
Gherig. 

6. Impiego di un composto come identificato in una' 
qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 4, per il trat- 

* 

< * * 

' r r l m j. J 7 - * t » . 

t amen to di patologie scelte tra lesione da ische- 
mia-riperf usione nel cuore, rene, polmone, fegato 
ed intestino, ipertensione, diabete, cancro, shock, 
fibrosi cistica, infezioni da virus, tossicita da 
farmaci o radiazioni (radioterapia o radioprotezio- 
ne) , infiammazione, epilessia, aterosclerosi , in- 
vecchiamento , iperlipidemia , iper coles terolemia , 
artrite reumatoide e per il trattamento del dolore 
o della sepsi . 

7. Impiego secondo una qualsiasi delle rivendica- 
zioni precedent!, in cui detta composizione farma- 
ceutica o veterinaria o medicamento e idonea per 
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somministrazione orale, parenterale, inalatoria o 
topica. 

8. Impiego secondo una qualsiasi delle rivendica- 
zioni precedenti, in cui detta composizione farma- 
ceutica o veterinaria o medicamento e in forma di 
dosaggio idoneo per la somministrazione di detto 
composto in quantita da 0,01 a 200 mg/kg di peso 
corporeo, pref eribilmente da 0,5 a 2 0 mg/kg di peso 
corporeo . 

9. Composizioni f armaceutiche comprendenti una 
quantita antiossidante efficace di un composto di 

formula (I) come definito in una qualsiasi delle 

. ■■ * 

rivendibazioni 1 a 4, in cui R 6 e idrogeno o ossile 

■ • . 

e R 7 , se presente, e uguale a o differente da R 6 ed 

e scelto tra ossile , idrogeno e ossidrile ed un 

• i » 

veicolo f isiologicamente accettabile P^^ 

somministrazione all 1 uomo o all 1 animale . 

10. Composizione farmaceutica comprendente una 
quantita antiossidante efficace di un composto di 
formula (1), come definito nella rivendicazione 1, 
in cui R 5 e un gruppo di formula (II) ed ove R 6 e 
R 7 , indipendentemente 1 1 uno dall 1 altro , sono seel ti 
tra idrogeno, ossile ed ossidrile, purche entrambi 
R 6 e R 7 non siano ossidrile, ed un veicolo f isiolo- 
gicamente accettabile per somministrazione all 1 uomo 



o all 1 animal e . 
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